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© Fermentative Herstellung von 1,3-Propandiol. 

© Bei e.nem Ver^ren « U—g - f V^n 'n ^ 

grofltechnische Ldsung gefonden werden. D,es ^J^^SSb^. Citrobacter. Aerobacter. 
glsgewahU aus den Gruppen <*»«»?^^ 

^Klebsiella der auf einer 5 Gew.-%igen Glycerinlosung als e.nziger .son e m ^ # ^ und 

^Produktgemisch destiilativ aufarbeitet 
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um acetobutylicur, OostHdium ^ZTuZt^T^T^ 
tontai. Lactobacillus brevls. Lactobacillus buchneri. Cfcobad ^ e » n ^ ° Untw tflQSen beson . 

pneumoniae. CUrobacter Intermedium. K.ebs,el.a aerobes ^J^^Sx 3006 sowie auch 
Sers bevorzugt sind Klebsiella pneumonia? DSM 2026 KtebsteHa o*J ^ 
Citrobacter freundii (DSM 30O4O oder 30039) "J**^"^^ „ 13 3 sowie deren Mutanten und 

gen enlhalten. . x/ . ahrfln<t Kpsonders bevorzugte Stamme sind die StSmme 

Zur DurchfOhrung des Sese S«mme warden aus Erd-und 

Clostridium butyricum SH 1 (DSM ^^J^SoVi^ angereichert. nachdem die Proben 
Schlammproben in glycerinhaWgen Medien auf Prapand 'g™™^? Wach!limi in PY-Medium ohne 
pasteurisiert wurden. Die Stamme ze.gen <to Wgenden ^f ; ^™Q el ^ a ne . HydrolyS e. das Zucke^er- 
kohlenhydrat Wachstum in O*"*™"^ der Zucker Melecito- 

wertungspewrum enspricht Clostridium «S^JS2iS^i^ zu Lorzugen. das sie in 
^^^^T^^S^- -iiU— besonders 

, ^SZT^ h at sic, ^^f^^^ 

s werden. sondern allgemein auch mil Glycennwasser aus f^S^^SZ^m «« 
oeispie.sweise aus der Dampfspaltung ^^SSS^^^^ ^ 

see irxws^^ «— h — oder ~ 

bedingt sind. . p A hnlvcerinwasser und unter diesen solche aus der 

Culture". Archives of Microbiology. 147 S -268 - 275 Ferme ntation in Abwesenheit von Sauerstoff. 
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Fermentative Herstellung von 1 t 3-Propandlol 



to 



ts 



a, 6**«g w« m Wahren » lechnisCe,. Ummndtag «< Oycrtn i„ ,.3^opa«dW n* 

Wasse ^ Acrolein und anschlieflende Hydrierung gewonnen. Das chem.sche Verfahren jedocti so 
IH^d-Tde dabei erhaltenen Verfahrensprodukte IDr viele mog.iche Einsatzrwecke au.grund ,hres 

«« ^3-^0, durch Mikroorganismen ist in der 
Literatur an einzelnen Stellen erwahnt. So wird von H. Streekstra et at m Arch. M.crotMOl. (1987). 147. 268 
275 1 MeuooHsiemng von Glycerin durch Kiebsiella aerogenes NCTC 418 in chemostat,s.erten Kulturerr 
Z JZ£ ^SSS an diier Stella die Bnwirkung eines speziei.en Kte^jv^S^es 
S GlycS in unterschiedlichen Medien behandelt wird. so flnden sich doch kerne H,nwe,se. 
Fachma^n eJauben. die spez.el.en StofrwechseHeistungen solcher Organismen fur e.n tecruusches Verfah- 



, ^ A TaS dTr' Erfindung ist es. ein technisch durchfuhrbares Verfahren bereKzustellen. das die Umwand- 
, U ng v^ycerin ul 1 3-^ropandiol erlaub, Dieses Verfahren sol. insbesondere von techrusch anfal.enden 
riivrprinwassern aus der technischen Verarbeitung von Triglycenden ausgenen. 

TsSere ist es Aufgabe der Erfindung. ein derartiges Verfahren zu schaffen. daB von Stammen 
^X^Tfl^J^sc, gut zu beherrschen ist und 

s memationsbedingungen Glycerin in Propandio. mit einer ^XTtSlT!^!^S£i W aber 
umzusetzen. so beispielsweise von Clostridium butyricum SH 1 {DSM -5431) bzw. AK 1 ( DSM 
SS^S Klebsiella pneumoniae- Stammen. wie K. pneumoniae DSM 2026. aber auch K. oxytoca NRCC 

^Geoenstand der Erfindung ist somit ein Verfahren zur Umwandlung von Glycerin in 1 .3-Propandiol 
,o dorchSrga^en. daduih gekennzeichnet. dafl man einen Mikroorganismenstamm. ausgewah. aus 
Jen Grupp^ Clostridium. Enterobaktenum. Lactobacillus. Bacillus. Citrobacter • Aerobacte. Webs.^ der 
a f efneTs Gew, % igen Glycerinlosung als einziger Koh.enstoffquelle urrt^ 

aen Glvcerin in 1 3-Propandiol mit einer Raumzeitausbeute von mehr als 0.5 g h umsBtA. una 

dfesen alf Glycerin als Sziger Koh.enstoffque.le unter anaeroben Bedingungen zur technischen Umwand- 

„ J^eSSnB»ng« mit einer KonzentraUon von 5 bis 20 Gew,% Glycerin unter IM des 
pH Wertes einsetzt und nach weitgehendem Verbrauch des Glycerins die entstandene B.omasse abtrennt 
und das Produktgemisch destillativ aufarbeitet. „ H ,«w »hi«>irhan 

in e,ner breilen AusfOhrungsform geht die Erfindung von dem Grundgedanken aus daB ber ***™*™ 
anaerob lebenden Mikroorganismen. wie auch bei einigen aerob lebenden Mfaoo^anamaj ^ f £T 

«o ausstattung vorhanden ist die es eriaubt Giycerin in 1 ,3-Propandio. ^^ ^^Zt^ 
daher als erster Schritt eine Selektion von in Frage kommenden Stammen <^ l *£V"' h gtf 
statt. Dazu werden Stamme aus den Gruppen Clostridium. Enterobaktenum. Lactobac lus. Bac «us C*o- 
bacter Aerobacter und/oder Klebsiella ausgewahlt und auf einer 5 %igen Glycennlosung als e.nager 
KohtnsXelS unter Standardfermentationsbedingungen wachsen ^•Z^^^S^ 

4 S beute bestimmt und solche Stamme auswahlt. die eine Raumze.tausbeute uber derr , genannte n Grenzwert 
?zielen. Unter Standardfermenationsbedingungen ist hier zu verstehen. dafl d.e M'^~"^ 
Anzucht in einem Oblichen Medium, wie dies beispielsweise von den Stammsammlungen vorgeschlagen 
w rd in ein Salzmedium gefOhrt werden. das auch eine N-Quel.e. etwa Hefeextrakt entail jedoch als 
e,nz ge Kohlenstoff- und Energiequelle Glycerin aufweist. Ein geeignetes Standardm ed.u « I™"*"* 

50 Klebsiella findet sich in Beispiel 2 (Fermentermedium). Es kann nach LHeraturangaben auf andere Stamme 

' ""SSSSllnM ist unter technischen Fermentationsbedingungen der P H-Wert konstant zu halten Oder 
zu reqeln Geeignet sind pH-Werte im Bereich von 6 bis 9. insbesondere im Bereich von 6.5 bis 8. 

Erfi^gsgemafl hat sich gezeigt. dafl besonders geeignete StSmme aus einer der fokjenden M.kroor- 
ganismengruppe ausgewahlt werden konnen: Clostridium perfringens. Clostridium pasteunanum. Clostnd.- 
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15 



20 



25 



«. nn u «n Mikrooraanismen in der Losung wird dann in einem Fermentationskessel Oder in einer Ferrnenta. 

beaufschV in diesem Fermenter Oder in einem weltsren *^ <£ 
^!1S^^ w Jtere Hiifsmitte. zugeset* werden. So kflnnen 

man 1 3-Propandiol und gewGnschtenfalls Nebenprodukte wie 2.3-Butandiol erhalt 

Oa^ eSngsgemafle Verfahren ertaubt es. Glycerin weitgehend der Sto-ch.ometne «"^»nd« 
, 3 -?r?pandiol umzusetzen. Die Ausbeute an 1 .3-Propandiol betragt vielfach in e*ra 2 : mol 1 > Pro P^ d ' 0 ' 
Ls TrScel Unter weitgehend wird hier ein Glycerinverbrauch von zum.ndest 80. vorzugswe.se 95 

und insbesondere mshr als 99 % verstanden. ..^u^ e „ , n ? -VButandiol 

Neben 1 3-Propandiol konnen noch weitere wichtige Wertprodukte entstehen. so z.B. 2.3-Butand.ol. 
Ethanol Oder Acetoin. 2.3-Butendiol. Elhanol oder EssigsSure und/oder Milchsaure. 

hat sicS aezeigt daB die Fermentation bevorzugt in einem Fermenter durchgefUhrt vmd. der mrt 
einem SniwSi RUhrwerk mit geringem SchergefaHe ausgestaltet ist ^T^J^^ 
dem hier betroffenen Fachmann bekannt. Ourch die laminare Stromung werden grofle Schergefalle 

™X2£JZ «e— Oer Fachmann wird den u^jj-Jj 

so einS^n. daB bei einer Fermentationstemperatur im Bereich von 27 bis 40«C. ^orzugt 33 b^ 38 C 
dte ei^agene Leistung zur Aufrechterhaitung der Fermentationstemperatur ausre.ctt und ^ase n.ctt 
erhoht L soil diese Leistung bevorzugt kleiner 1 KWh/m' betragen. vorzugsweise zw.schen 0.75 und 0.2 

KWrvm 3 . 
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Beispiele 
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Beispiel 1 

Flaschenversuche zum Wachstum von Klebsiella pneumoniae auf verschiedenen Giycerinquellen. 
Organismus: Klebsielle pneumoniae OSM 2026. 
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so 



Medium: 






3.383 QA 


KH 2 POt 


1,293 g/I 


NHiCI 


5,35 g/l 


Na 2 SO«-lOH 2 0 


0.64 g/l 


Citronensaure * H2O 


0.42 g/I 


MgCl 2 


0.12 g/l 


CaCI 2 


0.0022 g/I 


Hefeextrakt 


1.00 g/l 


Glucose 


3.00 g/l 



55 



Das Medium wurde vor dem Autoklavieren auf pH 7.2 eingestellt. 



Kultivierung: 
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Glycerin aus der Fettspaltung von Kokosol mit Heifldampf. 
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Beispiel 2 

55 

Batch-Fementation von Glycerin zu 1 ,3-Propandiol 
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Organismus: Klebsiella pneumoniae DSM 



Medium: 




Vorkullurmedium 


KzHPOt 
KH2PO1 

NaaSOiMOHaO 

Citronensaure • H 2 0 

MgCI 2 

CaCI 2 

Glycerin 

Hefeextrakt 

Glucose 


3.383 g/l 
1,293 g/l 
5.35 g/l 
0.64 g/l 
0.42 g/l 
0.12 g/1 
0.0022 g/1 
20.00 g/l 
1.00 g/l 
3.00 g/l 



Das Medium wurde vor dem Autoklavieren auf pH 7.2 eingestelK. 



Fermentermedium 




NaH2POt B 2H 2 0 

NH*CI 

KCI 

NazSCUMOHzO 
Citronensaure 'l^O 

MgCfe 
CaCI 2 
Glycerin 
Hefeextrakt 


1.56 g/l 
5.35 g/l 
0.75 g/1 
0.64 gn 
0,42 g/t 
0.12 g/l 
0.0022 g/1 
wie In Tabelle angegeben 
1 .00 g/1 



Spurenelementkoreentration 

Beide Medien enthielten folgende Spurenelementkonzentrationen: 



Znd 2 


3.42 mg/t 


Fecb' 6H2O 


27.00 mg/l 


MnCl2'4H 2 0 


10,00 mg/l 


CuCI 2 '2H20 


0.85 mg/l 


CoCl2 # 6H20 


2.38 mg/1 


H 3 B0 3 


0.31 mg/l 


Na2MoOi 


0.02 mg/l 



so 



Antischaummittej 

Fermentationen erfolgten Zugaben eines handelsOblichen Antischaummittels. 



Wahrend der 

55 



Kultivierung: 
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Die Bereitstel.ung *• ,noku,ums < 5 % > erf0,9te dUrCh ^ 24 * S,0ndi98 KUlUV,erUn9 ^ ^ 
anaeroben Bedingungen (Na-Gasphase) in K ^ rilaschen ; def Rrtna SG , (Se tric Genie 

l He.eerfra.t, .it 50. ,00. 150 und 200 G.ycenn (pA). 

hochie RSI^tzeif-Ausbeute) konnte bei einer Glycerinkonzentration von ,00 g/1 erre.cht werden. 2.3 
Fermentations mit 50 g/l Glycerin ein gunstiges Produktschema. 
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Beispiel 3 

Es wurden weitere Fermentationen unter gleichen Bedingungen. wie in Beispiel 2 angegeben, durchge- 
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fUhrt Die Fermentation erfolgte bei 37«C. 200 min- und pH 7 (Regelung durch Zugabe , von_ 5 N 
Naron°auge?STln7m ArbeitLumen von 3 .. Wahrend der Verauche warden die ReaWoren mK Stlckstoff 

b89 lt~«r^^Wce«» aus a-nderfaig gea^i *, H denen 
die SSZZbZZ,! varuert wurde (90 bzw. 140 g* In beiden "™*~?^.^££EZ 

fene SceriTzu menr als 99 % verstoffwechselt. Die erhaltenen Meflergebn.sse s,nd ,n der folgenden 

Tabelle aufgefOhrt: 
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Betspiel 4 

etwa 700 ml Kulturvolumen in einem 1 l-Fermenter (BCU) wieaemou. 
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♦ nn fAnnaban oro Liter)- KsHPO* 1 g. KH 2 PO* 0.5 g. <NH4) 2 SOi 5g/100 g Glycerin, 

MgSO* 7H 2 0 0,2 g. uawi < 2 y ? gQha|ten< diQ Temperatur 

Die Ergebnisse sind in den Tabellen 4. 5. 6 und 7 dargestetlt. 

Tabelle 4 



10 



75 



20 




Stamm 



25 



SH 1 



AK1 



Glycerin 



gegeben 
mmol/t 



To 

2 
5 
11 
Fb" 

7 
5 

Fb' 



240 
554 
1197 
956 

236 
516 
1203 



verbraucht 

mmol/1 

240 
554* 
1087 
896 

"229" 
516 
1137 



O.D. 
660 
nm 



3.4 
6.2 
6.2 
5.2 

U 
4,4 

5.3 



max 
h- 



0.56 
0,42 
0.27 

0.56 
0.30 



Produkt (mmotl) 



1.3-Propandiol 



153 
381 
740 
550 

"l43" 
388 
774 



Essigsaure 



26 
31 
18 
41 

T 

46 
85 



Buttersaure 



18 
46 
128 
83 

"26 
46 
96 



Glycerin fQr 
Produkt (%) 



gesamt 



90 
91 
93 
85 

82 
(102) 
92 



Diol 



64 
68 
68 
61 

"62 
(75) 
68 



'Fed-batch-Kultur 



30 



Tabelle 5 



VHroaruna von Glyenn durch Clostridium SH 1 (DSM 5431) und AK 1 (DSM 5430) 



Stamm 


Glycerin 


Dauer h 


Produkte (g/1) 


Produktivi 


tat g/l-h 




verbraucht 

g-i 


1.3-Propandio! 


Essigsaure + 
Buttersaure 


Glycerin 


Diol 


SH 1 


2 
5 
11 
FB' 


22.1 
51.0 
100.0 
82.4 


9.5 
13 
29 
22 


11.6 
30.0 
56,2 
41.8 


2,2 
5.8 
11.2 
9.4 


2.3 
3.9 
3.4 
3.7 


1.2 
2.2 
1.9 
1.9 


AK 1 


2 
5 

FB- 


21.1 
47.5 
104.6 


9.5 
14.5 
26 


10.7 
29.5 
58.8 


2.8 
6,8 
13.5 


2.2 
3.3 
4.0 . 


1.4 
2.0 
2.3 



Fed-batch-Kultur 



so 



55 
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Tabelle 6 



VorgBrung von Rohglycerln durch Clostridium S 


H 


Nr. 


Glyceringehalt % 


Glycerincharge 


lag-Phase h 


maximale 
KOH-verbrauchsrate' 
mmol/l'h 


1 

2 
3 
4 
5 
6 


2 
2 
5 
5 
5 
5 


roh. aus Rindertalg 
roh, aus Kokosfett 
roh. aus Rindertalg 
aus Rindertalg. mit Nr.1 beimpft 
1 roh. aus Kokosfett 
aus Kokosfett. mit Nr.2 beimpft 


2 
9 
4 
2 
9 
8 


24 
T6 
24 
30 
14 
8 



Die 



KOH-Vervbrauchsrate ist der Glycerinverbrauchsrate Squivaient 



Tabelle 7 



Umsatz von 2 % Glycerin durch Clostikllum SH 1 In Abhanglgkert von pH-Wert 


pH-Wert 


Garungsdauer h 


Glycerin 
umgesetzt g/l 


Produkte als Glycerin 


Propandiol % 


Essigsaure % 


Buttersaure % 


5 


(7) 


6 


62 


3 


34 


6 


12 


20 


67 


7 


25 


7 


8 


20 


78 


7 


17 


7.5 


12 


20 


73 


12 


14 



Anspruche 

1 Verfahren zur Umwandlung von Glycerin in 1.3-Propandiol durch Mikroorganismen. dadurch gekenn- 
zeichnet dafl man einen Mikroorganismenstamm. ausgewShlt aus den Gruppen aostrid.um Enterobakten- 
um Lactobacillus. Bacillus. CitroLter. Aerobacter. KtebsieHa. der auf einer 5 Gew,%igen Glycenn osung 
als einziger Kohlenquelle unter Standardfermentationsbedingungen Glycerin .n 1.3-Propandio m. einer 
RaumzeiLbeute von rnehr als 0.5 g • h- • I- umsetzt. und diesen auf Glycenn ; als einager 
Kohlenstoffquelle unter anaeroben Bedingungen zur technischen Umwandlung von Glycenn Idsungen mrt 
einer Konzentration von 5 bis 20 Gew.-% Glycerin unter Konstanthaltung des pH-Wertes e.nsetet und nach 
.weitgehendem Verbrauch des Glycerins die entstandene Biomasse abtrennt und das Produktgemisch 

desWIatv autarbertet^ ^ gekennzeichneti dafl man als Glycerinlosungen technisches 

Glycerin, insbesondere technischa Glycerinlosungen aus der technischen Verarbeitung von Triglycenden 

e ' n Tverfahren nach einem der Anspruche 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet. dafi man als Glycerinlosun- 
gen Glycerinlosungen aus der Verseifung und/oder Umesterung von Fetten ohne eine Nachbehandlung der 

Glycerin-Wasserphase einsetzt. 

4 Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. dafl man als Glycerin- 
losungen Glycerinlosungen aus der Verseifung von Fetten mit geringem Laurinsaureantell einsetzt 

5 Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. dafl man m.t Glycenn- 
konzentrationen im Bereich von 5 bis 20 Gew.-%. vorzugswelse 10 bis 15 Gew.-% arbeitet. 

6 Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet. dafl man den pH-wert 
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in einem Bereich von 8 bis 9. insbesondere 6.5 bis 8 konstant halt. 

7 Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche. dadurch gekennzeichnet. dafl man emen Stamm 
aus einer der folgenden Organismengruppen auswahlt: Clostridium perfringens. Clostridium pasteunanum. 
Clostridium acetobutylicum. Clostridium butylicum. Clostridium butyricum. Clostridium be.iennck... Clostnd.- 

a urn kantontoi. Lactobacillus brevis. Lactobacillus buchneri. Citrobacter freundii. Aerobacter aerogenes. 
Klebsiella pneumoniae. Citrobacter intermedium. Klebsiella aerogenes Oder Klebsiella oxytoca. 

8 Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche. dadurch gekennzeichnet. daiJ man m.t Clostr.di- 
um butyricum SH 1 (DSM 5431) und/oder Clostridium butyricum AK 1 (DSM 5430) und/oder deren zu 1.3- 
Propandiol-Bildung befahigten Mutanten oder Varianten arbeitet. 

,o 9 Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet. dafi man m.t Klebsiella 
pneumoniae DSM 2026 und/oder dessen zur 1 .3-Propandiol-Bildung befahigten Mutanten oder Vananten 
arbeitet 

10 Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche. dadurch gekennzeichnet. da/3 man mit 
Klebsiella oxytoca NRCC 3006 und/oder dessen zur Bildung von 1 ,3-Propandiol befahigten Mutanten 

ts unoVoder Varianten arbeitet. . M 

11. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche. dadurch gekennze.chnet dafl man in Gegen- 
wart eines Salzfermentationsmediums arbeitet. das als N-Quelle Hefeextrakt enthSlL 

12 Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche. dadurch gekennzeichnet. da* man m Gegen- 
wart der folgenden Spurenelemente fermentiert; Zink. Eisen. Mangan. Kupfer. Kobalt. Bor und Molybdan. 
20 13. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche. dadurch gekennzeichnet. dafl e.ne Fermenta- 
tionstemperatur von 27 bis 40°C uber den Eintrag an Ruhrenergie aufrechterhalt 

14 Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche. dadurch gekennzeichnet. da* man die 
entstandene Biomasse mit Hiife einer Membran-Fitterpresse absatzweise oder mit Hiife der Mikrofiltration 

kontinuterlich abtrennt. . . 

25 15 Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche. dadurch gekennze.chnet dafi man die das 
Wertprodukt enthaitende Flussigphase nach dem Abtrennen der Biomasse in einem Verdampfer von einem 
Teil des Wassers und von Niedrigsiedern befreit und hernach in einem Dunnschichtverdarnpfer von nicht- 
fluchtigen Komponenten abtrennt. woraufhin man das Kondensat destillativ in 1 .3-Propandiol und andere 
schwerflQchtige Komponenten trenrtt 

30 16 Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche. dadurch gekennzeichnet. da£ man die 
Fermentation in einem Fermenter mit geringem Energieeintrag. vorzugsweise mit einem Energieemtrag 
kleiner 1 0 KWh/m 3 • h. insbesondere zwischen 0.75 und 0,2 KWh/m 3 • h. durchfuhrt 

17 Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche. dadurch gekennzeichnet. dafi man die 
Fermentation einem Fermenter durchfOhrt der mit einem im laminaren Bereich arbeitenden Ruhrwerk 

as ausgerOstet ist . ' 

18 Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche. dadurch gekennzeichnet. dafl bei der Fermen- 
tation die Impfgutmenge {Inokulum) 5 bis 20 Vol.-%. vorzugsweise 8 bis 10 Vol.-% des Fermentationsansat- 
zes betragt 

40 
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